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れ、内分泌ホルモンや神経伝達物質として働く。7 回膜貫通型 G タンパク質共役型受容













ハタネズミ (Oxtr KO 平原ハタネズミ)や、可視化した平原ハタネズミなどが有用であ
るが、現在までに遺伝子組み換え平原ハタネズミは作製されていない。
本博士論文では平原ハタネズミにおいて Oxt/Oxtr が社会行動/向社会行動に果たす役
割の一端を解明するために、ゲノム編集技術である Clustered regulary interspaced short 
palimdolomic repeats (CRISPR)/CRISPR associated protein (Cas9)を用いた遺伝子組み換え
方法の確立を行った。これを応用することで Oxtr KO 平原ハタネズミの作製に世界で初










テムを用いることとした。CRISPR/Cas9 システムは細菌や古細菌がもつ外来 DNA やフ
ァージに対する獲得免疫機構を応用したゲノム編集技術である。NGG 配列を持つ DNA
の 5’末端側の 20 塩基対に対して相同的な配列を持つ single guide RNA (sgRNA)によっ
て Cas9 が標的部位へと結合し、二重鎖切断を引き起こす。二重鎖切断が内在性の DNA
修復機構によって修復される際に、塩基の挿入や欠損が生じることで遺伝子機能の欠損
が可能となる。鋳型となる相同配列を含むプラスミド DNA や一本鎖 DNA が存在する
場合、相同組み替えによる外来 DNA 配列の KI が効率的に引き起こされる。マウスで







清性ゴナドトロピン (PMSG)を投与し、48 h 後にヒト絨毛性ゴナドトロピン (hCG)また
はウマ黄体形成ホルモン (eLH)を任意の濃度で投与し、オスとの交尾を促した。オスと
の交尾開始 15 h 後に卵管から受精卵を回収し、平均採卵数を計測した (Fig. 1A)。PMSG 
60 IU/ a vole、eLH 60 IU/ a vole の条件で平均 7.2 個の採卵が可能でり、最大の平均採卵
数であったため、以降の実験ではこの条件を用いた。次に in vitro での胚培養のための
培地条件を検討した (Fig. 1B)。マウスの胚培養に用いられている ksom 培地では受精卵
から胚盤胞期胚までの発生効率は 0%であった一方で、ヒト胚培養に用いられる G-1 plus 
(8 細胞期まで)、G-2 plus(8 細胞期以降)培地を用いることで 81%の発生効率であった。





テムを用いた Oxtr KO 平原ハタネズミの作製を試みた。
第2章 CRISPR/Cas9 を用いた Oxtr KO 平原ハタネズミの作製 
前章で記した様に、CRISPR/Cas9 システムは標的となる DNA 配列に対して 20 塩基
の相同的な配列を持つ sgRNA と Cas9 ヌクレアーゼによって標的配列に変異を導入す
ることができる。Oxtr によって制御される社会行動/向社会行動の評価を網羅的に可能
にするため、Oxtr KO 平原ハタネズミの作製を試みた。 
sgRNA の標的となる NGG 配列に隣接した標的配列を、Oxtr のエクソン 1 内の開始コ
ドン直下のリガンド結合部位付近に 6 ヶ所設計した (Fig. 2A)。それぞれの sgRNA の in 
vitro での活性を、HEK293T 細胞を用いた Single strand annealing assay によって評価し、
gRNA #1 と sgRNA #2 が有意に高い活性を示したため、以降の実験に用いることとした。 
(Fig. 2B)。 
第 1 章で樹立した過排卵技術を用いて採卵した受精卵の細胞質中に、それぞれの
sgRNA と Cas9 mRNA を顕微鏡下でインジェクションし、G-1 plus 培地で 2 細胞期胚ま
で培養した後に、偽妊娠メス平原ハタネズミの卵管に移植することで 6 匹の仔の獲得に
成功した (Fig. 3A)。それぞれの個体の尻尾または耳からゲノム DNA を回収し、PCR、
クローニング、シークエンス解析によって遺伝子配列の確認を行った。その結果、すべ
ての個体で標的配列付近に変異の導入が確認された (Fig. 3B)。様々な遺伝子型が確認
され、例えば、v1 の個体では 1 base pair (bp)の挿入が生じることでナンセンス変異が引
き起こされ、一方で v4 の個体では 60 bp と 6 bp の欠損によるインフレーム変異が確認
された。それぞれの遺伝子配列から翻訳される Oxtr タンパク質が機能を欠損している
か不明であったため、v1 と v4 の遺伝子型に着目し in vitro で TGFα-shedding assay を用
いて変異型 Oxtr の機能を評価した (Fig. 4A)。このアッセイでは、リガンドの結合によ
って GPCR が活性化されることで培地中に TGFα に融合したアルカリホスファターゼ
が放出され、アルカリフォスファターゼの活性を測定することで GPCR の活性を間接
的に測定することができる。それぞれの変異型 Oxtr の cDNA をクローニングし、活性
を測定した。ナンセンス変異を持つ v1 と、60 bp のインフレームの欠損を持つ v4-1 の
変異型 Oxtr では活性が全く検出されなかったが (EC50 = N.D.)、6 bp の欠損を持つ v4-2
の変異型 Oxtr ではわずかに活性が検出された (EC50 = 3.5×10-8 µM)。v4-1 の遺伝子型を
KO 候補とし、後代への遺伝をゲノム DNA の PCR によって確認した (Fig. 4B)。脳内で
Oxtr の発現が欠損していることを確認するためにアイソトープラベルした Oxt アナロ
グを用いたリガンドバインディングアッセイを行い、脳内で Oxtr タンパク質が欠損し
ていることが示された (Fig. 4C)。以降の実験ではこの変異型 Oxtr の遺伝子座を∆60 と
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表記した。これらの結果より、CRISPR/Cas9 を用いた Oxtr KO (Oxtr ∆60/∆60)平原ハタネズ
ミの作製に世界で初めて成功し、平原ハタネズミにおける遺伝子組換え技術の確立に成
功した。
第3章 Oxtr KO 平原ハタネズミの行動解析 
次に、第 2 章で作製した Oxtr ∆60/∆60 平原ハタネズミを用いて Oxtr の欠損がオスの胎
児期の超音波発声、運動量、不安、繰り返し行動、社会性に及ぼす影響を解析した (Fig. 
5A)。げっ歯類では生後まもない仔を母親から分離することで、母親を呼ぶ超音波発声
が増加することが知られている。母子分離による生後 5 日のオスの Oxtr ∆60/∆60平原ハタ
ネズミにおける超音波発声の回数や時間は Oxtr +/+と同程度であった (Fig. 5B)。齧歯類
は広い空間の中央付近に近寄ることを避ける性質があり、壁際の滞在時間によって不安
の度合いを測定することができる。Open field test によって総合運動量と、壁際の滞在時
間を測定した結果、オスの Oxtr ∆60/∆60平原ハタネズミは Oxtr +/+と同程度の総合運動量、
壁際の滞在時間を示し、Oxtr が運動量や不安に影響を与えないことが示された (Fig. 5C)。
次に、繰り返し様行動を測定するために、Marble burying test を行った (Fig. 5D)。この
試験では、木屑の床材が敷き詰められたケージ内に光沢のあるビー玉を 20 個配置し、
20 分間に埋める数を測定した。ビー玉を多く埋めるほど強い繰り返し行動を示すと考
えられている。オスの Oxtr ∆60/∆60 平原ハタネズミは Oxtr +/+と比較して多くのビー玉を
埋めることが示され、Oxtr の欠損が異常な繰り返し行動を引き起こすことが示された。
次に、Oxtr 欠損による父性行動への影響を調べるために、2 匹の仔に対する舐める行動 
(リッキング)の時間と、仔を温める行動 (クラウチング)の時間、仔を巣に回収した割合
を計測した (Fig5. E)。オスの Oxtr ∆60/∆60 平原ハタネズミは Oxtr +/+と同程度のリッキン
グ時間、クラウチング時間、回収割合を示したことから、父性行動の制御に Oxtr が関
わっていないことが示された。最後に、Three chamber test を行い、社会性、社会新奇性
の評価を行った (Fig. 5F)。この試験では、はじめに新奇の平原ハタネズミと空のケージ
を左右に配置し、どちらに探索行動を多く示すか測定することで、社会性の刺激を識別
可能かを評価し (社会性試験, Sociability test)、その直後に、社会性試験で用いた既知の
平原ハタネズミと新たな新奇の平原ハタネズミを左右に配置し、どちらに探索行動を多
く示すかを測定することで、既知の社会刺激と新奇の社会刺激を識別することが可能か
















の Oxtr +/+平原ハタネズミはペアのメスに対して多くの寄り添い時間を示したが、Oxtr 


















加を主症状とした発達障害の一つとして知られており、げっ歯類の marble burying test
や three chamber test で検出された異常はヒトの ASD 症状のモデルと考えられており、






在している。脳内での Oxtr 発現神経細胞の可視化や、Oxtr 発現神経細胞が形成する神
経回路の可視化、Oxtr 発現神経回路の人工的な操作による行動への影響解析を行うこ
で、これらの行動の制御機構の解明につながることが期待される。これらを可能にする
ために、前章までに樹立した CRISPR/Cas9 システムを用いて Oxtr 発現神経細胞特異的
に Cre recombinase を発現する Oxtr-ires-Cre KI 平原ハタネズミの作製を行った。 
Cre recombinase は DNA 配列中に存在する二箇所の lox 配列を認識して lox 配列に挟
まれた DNA 配列に組み換えを引き起こす酵素である。平原ハタネズミの Oxtr 遺伝子の
制御下で Cre recombinase を発現させ、lox 配列に挟まれた蛍光タンパク質等の遺伝子を
アデノ随伴ウイルス (AAV)を用いて脳の標的部位に感染させることで、Oxtr 発現細胞
特異的に目的の遺伝子を発現させることが可能となる。
初めに、Oxtr の終止コドンの下流に CRISPR/Cas9 による標的配列を設計し、標的配
列から 1000 bp ずつの相同配列に挟まれた internal ribosomal entry site (ires)配列と Cre 
recombinase 配列を含む KI プラスミドを設計した (Fig. 7A)。sgRNA を二つに分けた
crispr RNA と trans activating crispr RNA、Cas9 タンパク質、KI プラスミドを受精卵の細
胞質と核にインジェクションし、2 匹の個体を獲得した。それぞれの個体の組織片から
ゲノム DNA を回収し PCR によって、1 匹の個体において 5’末端、ires-Cre-recombinase、
3’末端の挿入を確認した (Fig. 7B)。PCR 産物をクローニングし、シークエンス解析を行
い、5’末端、ires-Cre recombinase 配列、3’末端が正確に KI されていることを確認した 
(Fig. 7C)。 
Oxtr 発現神経細胞の神経回路を探索するために Cre recombinase 依存的に緑色蛍光タ
ンパク質 (EGFP)を発現する逆行性AAV (rgAAV - human Synapsin promoter (hSyn) - double
floxed inverted open reading frame (DIO) - EGFP)を側坐核へ感染させた (Fig. 7D)。逆行性
AAV は神経細胞の軸索末端に感染し、感染領域に投射を持つ神経細胞にウイルスベク
ターを導入することが可能である。また、Oxtr 発現神経細胞のみで Cre recombinase 依
存的に EGFP が発現するため、感染領域に投射を持つ Oxtr 発現神経細胞を特異的に検
出することが可能となる。Oxtr-ires-Cre KI 平原ハタネズミの NAcc へ rgAAV-hSyn-DIO-
EGFPを感染させることで、NAccに投射を持つOxtr発現神経細胞を脳全体で検出した。
ウイルスを感染させた Oxtr-ires-Cre KI 平原ハタネズミを固定し、脳切片を作製し、
EGFP の蛍光を共焦点顕微鏡を用いて検出した  (Fig. 7E)。EGFP 陽性細胞は
paraventricular thalamic nucleus, anterior part (PVA)、anterior olfactory nucleus (AON)、
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somatosensory nucleus (S2) 、 basolateral amygdala (BLA) 、 amygdalohippocampal area, 
posteromedial part (AHiPM)、anterior cingulate cortex, area 2 (Cg2)、prelimbic cortex (PrL)で
確認され、これらの領域の Oxtr 発現神経細胞が NAcc へと投射を持つことが明らかと
なった。
マウスを用いた過去の報告から、Cg2 (ACC の一部の領域)の Oxtr 発現神経細胞は
NAcc への投射を持たないことが示されていた。一方で、平原ハタネズミの Cg2 の Oxtr
神経細胞は NAcc への投射を持つことが示され、平原ハタネズミはマウスが持たない特
殊な神経回路を持つことが示された。共感性の制御に重要な Cg2 の Oxtr 発現神経細胞
がペア形成に重要な役割を果たす NAcc へと投射を持つことから、ペア特異的に示す共
感様行動の制御に重要な役割を持つ可能性が考えられる。今後の実験では optogenetics











た、Oxtr-ires-Cre KI 平原ハタネズミの作製にも世界で初めて成功した。Cre 依存的逆行
性 AAV を用いることで、共感性行動の制御に関わる Cg2 の Oxtr 発現神経細胞がペア
形成の制御に重要な役割を持つ NAcc へと投射を持つことが明らかとなり、この神経回
路が平原ハタネズミ特異的であることを明らかとした。これらの結果より、ペア特異的

























Fig. 1 ???????????????????? 
A. ???????????????PMSG, ??????????????; hCG???????????
??; eLH???????????B. ????????????????Ksom, ????????; G-1 plus, 
G-2 plus, ????????Scale bar = 50 µm?C. ???????/?????????????????











ksom g-1→g-2 global 2 cell
collection
• ksom :????????
• G-1/G-2 : ? ???






















Day 1 Day 2 Day 3-4 Day 4-5
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Fig. 3 CRISPR/Cas9???? Oxtr????????
A. ??????????????????????? (v1?v2?v3)?B. ???????????????
?????????????????????sgRNA????; ??PAM??; ????; ????; -, ?
??
 
Fig. 4 ??? Oxtr?????
A. TGFα shedding assay???? v1?v4-1?v4-2???
??????B. v4-1 (∆60)??????????????
??? PCR?????????C. ??????????
?????????? Oxtr??????Scale bar = 2
mm?










WT : 523 bp


























































































WT : 523 bp
Δ60 : 463 bp






































































































































v1 v2 v3 v4 v5 v6 WT1WT2
sgRNA #1 sgRNA #2
500 bp
100 bp
v5 GGGGGTGGAGGGCAACCTCACAGCCGGGCCACCGCAGCGCAACGAGGCCCTGGC---15 bp del---GGTGCTGTGCCTCATTCTG





























sgRNA #1 sgRNA #2




v1 v2 v3 v4 v5 v6 WT1WT2
sgRNA #1 sgRNA #2
500 bp
100 bp
v5 GG T GA G CAACCTCACAGCCGGGCCACCG AGC AACGA GCC TGGC- 5 -- GT CTG CCT ATTC G
GGGGGTGGAGGGC----16 bp del---CACCGCAGCGCAACGAGGCCCTGG--12 bp del-TGGCG TGCTGTGCCTCATTCTG
sgRNA#1
sgRNA#2


























sgRNA #1 sgRNA #2









Fig. 5 ?? Oxtr ∆60/∆60????????????
A. ????????????B. ?? 5??????????????? (USV)??????C. Open field
test ????????????????????D. Marble burying test ???????????????
??E. ????????????????????????????????????F. Three chamber






















































Oxtr +/+ Oxtr Δ60/Δ60
* n.s.

































































































































































































































































Fig. 6 ?? Oxtr ∆60/∆60????????????????????? 
A. ???????????B. Oxtr ?????????????????????C. ?????????



































Horie, Yada, et al., unpublished Oxtr +/+ Oxtr ∆60/∆60








































Interaction from ♂ to ♀
(Allogrooming & Sniffing)
Before   FS     After       Fix 
0   10            30  40           130   (min.)
Observer : Male (Oxtr +/+ / Oxtr ∆60/∆60) 
Demonstrator : Female 
??????
Horie, Yada, et al., unpublished

















































Wt vole - Before
Wt vole - After
Oxtr KO (∆60/∆60) vole - Before
Oxtr KO (∆60/∆60) vole - After
Horie, Yada, et al., unpublished
Oxtr +/+ xtr ∆60/∆ 0
Oxtr +/+ efore










Fig. 7 Oxtr-ires-Cre KI ??????????? Oxtr?????????
A. CRISPR/Cas9?????? KI????????????B. PCR??????????????C. ?
??????????????????????? KI??????D. rgAAV-hSyn-DIO-EGFPA? NAcc?
?????NAcc?????? Oxtr????????????E. Cg2?????????? Oxtr????
??? NAcc?????????????????Scale bar = 500 µm?
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Horie, Yada, et al., unpublished
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が、Three chamber testでは明瞭な社会的新規性の異常を示し、又Marble burry testでは、OXTR(-
/-)マウスに比べて明瞭な固執性の昂進が確認された。一方で、平原ハタネズミの特徴的な、かつ
OXT･受容体系依存性の向社会行動とされるペア形成行動について、異常は観察されなかった。堀江
はここまでの内容を、Horie K,et al., (2018) Hormones and Behavior (in press) として発表し
た（掲載号表紙に本論文figが採用）。更に、堀江はOXTRプロモ—ターでCre蛋白をドライブするOXTR-
IRES-Creノックイン平原ハタネズミの開発にも成功した。この平原ハタネズミ大脳側坐核に、逆行
性AAV（rgAAV-human Synapsin promoter(hSyn)-DIO-EGFP）を注入感染させ、世界で初めて平原ハタ
ネズミ側坐核に投射をもつOXTR発現性ニューロンの脳内分布の解析に成功した（投稿準備中）。
以上、本研究は、人間性にとって極めて有用な情動である“絆”と“奉仕•友愛”の科学的理解、
その脳内メカニズム解明にとって、またこれらが損なわれる精神疾患の理解と治療•予防にとって大
きな前進であり、博士（農学）の学位に値する研究であると判断した。 
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